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A RE XARF Ek: (Buf buf gargarizans ), WEIR (Bufo raddei ) 的 外 
周 血 淋巴 细胞 为 实验 材料 ， 采 用 BrdU ric wich SR, RET HERR -EE e 
TABATA eh oo SS SR. Re TA ee i I eH A SHE 
Hy ate A he SAAR ET OR. AR HERR EE RR REAR ZAR. 
该 结果 说 明 ， 在 相同 的 培养 条 件 下 ， 只 要 BrdU BAS 期 的 时 间 较 为 统一 ， 显 示 复 制 带 的 条 件 基 
本 一 致 的 情况 下 ， 利 用 复制 带 研 究 无 尾 两 枉 类 不 同 物种 间 妇 色 体 同 产 性 是 完全 可 行 的 。 
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无 尾 两 栖 类 可 能 因 其 染色 体 DNA 特殊 的 组 织 形 式 或 染色 体 螺 旋 化 程度 过 高 ， 使 得 
G- 带 、R- 带 等 显 带 技术 在 两 栖 类 染色 体 的 应 用 十 分 困难 。 迅 今 为 止 ， 国 内 外 对 无 尾 两 枉 
类 的 细胞 遗传 学 研究 多 局 限于 C- 带 、AgNORs 或 核 型 分 析 。 

BrdU 作为 胸 苷 类 似 物 ， 可 摊 人 DNA SRR. RAAB A BrdU 的 染色 体 经 呀 喧 
fia Hochest 33258 处 理 ， 紫 外 光照 射 ， 可 在 染色 体 上 获得 深浅 交替 的 带 纹 ， 这 种 带 即 为 
复制 带 。 该 种 显 带 技术 也 是 目前 唯一 能 在 贱 栖 类 染色 体 上 获得 多 重 带 纹 的 最 有 效 的 方法 。 

Schempp 等 (1981) 首次 将 复制 带 技术 成 功 3[ 人 两 权 类 妆 色 体 的 研究 ， 才 使 两 栖 类 
染色 体 的 精确 识别 成 为 可 能 。 其 后 ， 陆 续 有 少量 甘于 两 栖 类 复制 带 的 文献 报道 。 这 些 研 究 
涉及 复制 带 的 稳定 性 、 复 制 带 对 无 尾 岗 栖 类 分 化 不 明显 的 性 染色 体 的 特殊 鉴别 能 力 、 物 种 
省 性 的 确定 (Schempp 7, 1981: Schmid $. 1991; MRM. 1983; 邓 崇 新 等 ， 
1984) “GE, {HH OCR eb. 且 多 局 限于 单个 物种 的 研究 ， 加 之 BrdU BA S 期 的 时 间 
不 同 以 及 显 带 技术 的 不 统一 ， 终 导致 不 同 物种 问 ， 世 至 在 同一 物种 中 ， 染 色 体 复制 带 型 多 
变 ， 致 使 不 同 物种 癌 进行 染色 体 辣 源 性 比较 几乎 不 可 能 。 

虽然 国内 、 外 对 蚌 栖 类 物种 间 妆 色 体 的 同 源 性 研究 极 少 (Miura，1995)， 但 目前 
国 、 内 外 已 有 很 多 英 下 无 尾 两 栖 类 不 同 种 间 有 性 杂交 的 研究 ， 包 括 中 华 大 歇 蛤 (Br 及 
bufo gargurizans) {ETP ORR ( Bufo radd) 间 的 有 性 杂交 人 研究 ， 取 得 了 很 有 意义 的 结 
果 。 这 些 结果 说 明 这 两 个 物种 在 其 核 与 核 之 间 ， 包 括 染 色 体 之 间 具 协调 性 ' 梁 桂 霞 等 ， 
1994)。 然 而 其 杂交 成 功 的 染色 体 基础 是 什么 ?染色体 同 源 性 如 何 ? 


* 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 
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本 实验 采用 统一 的 BrdU MART Fel — RRR, ERR TE See e, 
体 上 获得 了 极为 清晰 的 晚 复 制 带 。 首 次 对 这 两 个 物种 间 的 染色 体 同 源 性 进行 了 精细 比较 ， 
确定 了 蚊 内 科 中 华 大 丹 几 染色 体 上 可 作为 每 一 染色 体 标记 特征 的 晚 复 制 区 。 特 征 性 晚 复 制 
区 的 确立 以 及 染色 体 同 源 性 的 比较 对 无 昆 两 栖 类 的 基因 定位 、 种 问 有 性 杂交 、 两 栖 类 染色 
体系 统 进化 关系 的 探 计 ， 对 技 到 无 尾 两 栖 类 种 群 间 同 源 关 系 的 演化 以 及 演化 过 程 中 染色 体 i 
结构 和 数 日 变化 所 涉及 的 细胞 遗传 学 事件 具 重要 意义 。 


1 材料 和 方法 


LI 实验 材料 

30 Ape Ree G6., 1434) 0 RETRE ARF, 64232) HAERE 
个 体 。 
12 培养 方法 

将 中 华 大 网 蛤 和 花 背 丹 蛤 置 于 解剖 盘 1， 前 开 胸 腔 ， 自 心脏 取 血 0.2m). ZEA 5ml 
综合 培养 基 中 (内 含 RPMI 1640 2.4ml， 小 生 血 清 0m, =RA Lóm, FR 
0.24 mg，PHA 50 ug, KARER 0.01 ml， 调 pH 至 7.0 一 7.2)，26 坏 0,5 仑 培养 4 天 ， 收 
SRAM HL 
1.3 BrdU 标记 

细胞 在 26+ OSC MARAE, HB IK, MA BrdU 至 终 浓度 为 [0 jg /ml 继续 
培养 48 后 ， 加 秋水 仙 素 至 终 浓 麻 为 0.01 Hg / mh Mh. BARA. fe 
染色 体 标 本 。 
1.4 BERRE 

将 细胞 培养 至 102h 后 ， 加 入 BrdU (HRB (Ong / mb); 处理 16 h 后， 用 新 配制 
的 综合 培养 基 (26C )，[0007 /min 离心 ， 洗 涤 细 胞 4 次 ， 去 除 BrdU: 再 加 入 含 TAR 
(15 jg /ml) 的 新 鲜 综 人 台 培 养 基 ，26+ 上 0.sSC 培养 淋巴 细胞 4h, Sib HR: BLS KA 
2h 加 秋水 仙 素 〈 剂 量 同 上 )， 按 常规 方法 收获 细胞 ， 制 备 染 色 体 标本 -。 
15 显 带 方法 

将 制备 好 的 染色 体 标 本 ， 浸 和 人 0.1% (用 0.067 mol/L pH 6.8 的 PBS 配制 ) 的 咱 啶 
楼 中 处 理 10 一 15 min: 取出 玻 片 ， 用 0.067 mol / L 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH 6.8) 洗涤 玻 片 3 
次 ; 了 晾 秆 后 、 再 将 玻 片 平 放 于 一 置 于 水 深 锅 A50) 中 的 铝 饭 盒 内 细胞 面 朝 上 )， 加 入 
2<SSC. EPH 30 W 紫外 灯 照 射 ， 照射 距离 6cm， 时 间 30 min; WEERA., MÆRK 
MER SE Rs WRF, FA 10% 的 Giemsa-PBS 染色 8 一 10 min， 镜 检 。 


2 结果 与 讨论 


2.[ PHAMRH ES ASHER Sa 

2.1.1 BrdU 标记 的 晚 复制 带 通常 参与 DNA 新 链 合成 的 4 PRR Ah, AoE 
HHR BE BrdU 取代 而 进入 新 链 与 A CREM) 配对 。 在 DNA SHR PHS 
dTMP fo RAR ABE. 20M Giemsa 染色 而 成 深 红 色 ， 即 深 带 ; 相反， 被 BrdU 取 
代 的 片段 则 被 染 成 线 兰 色 ， 即 浅 带 。 本 实验 在 终止 培养 前 6h 加 入 BrdU， 据 细胞 周期 时 
间 推 算 ， 被 秋水 仙 素 阻 断 在 中 期 的 染色 体 ， 其 BrdU 掺 入 时 间 约 在 S 期 DNA 复制 的 后 
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4h 以 内 。 因 而 染色 体 上 显 出 带 纹 应 属 晚 复制 带 。 

虽然 是 在 DNA 合成 的 晚期 阶段 加 入 BrdU， 但 在 中 期 染色 体 上 仍 可 获得 丰富 的 带 
纹 。 据 带 纹 着 色 程度 、 可 分 为 二 类 : '1 深 染 区 ， 其 着 色 较 深 面积 较 大 ， 代 表 染 色 体 上 的 
早 复制 区 :5 淡 染 区 :染色体 上 的 设 染 区 段 ， 面 积 稍 小 ， 它 们 代表 染色 体 上 晚 复制 的 片 
Pto 

在 本 次 实验 条 件 下 ， 虽 然 复制 带 纹 会 随 复制 阶段 的 不 同 而 发 生 少 许 变化 ， 但 我 们 仍 可 
观察 到 一 些 较 为 恒定 出 现 的 、 极 易 识 别 的 、 为 各 染色 体 所 特有 的 特征 性 晚 复制 区 。 它 们 的 
出 现 不 易 受 染色 体 长 短 及 带 纹 变化 的 影响 ， 可 将 其 视 为 染色 体 间 相 互 识别 与 区 分 的 标记 特 
{Es 





表 1 pE REAR ERSE (its 500 个 细胞 ， 
Tab. 1 Characteristic jate replication regions on Bufo bufo gargarizans chromosome 
(560 cells were counted) 





染色 体 序 号 ” 管 别 Up. g’ 出 现 位 置 HAKE (%? 
1 p 近 端 部 90 
p UL t Fi th 82 
q Ure He ] /4 处 85 
q ER MAHT 82 75 
2 p 近 端 处 83 
P WA R- 80: 75 
3 n He - ith (RARE AH 97 
P ERARI ie 91 
q EFt a2 
q MER AB 98 
s p Sn ah 75 
q HER MRA AH) 37 
d p EE 82 
q 近 普 经 粒 处 ‘两 条 带 常 合并 1 95 
q Ma Beet 2. 3h 81 
q 端 部 随 位 - 65 
7 p MH 1 3 处 KO 
q HEHH 81 
8 q 近 着 给 粒 处 85 
9 q Bete 93 
q 近 中 部 83 
10 P sm BH 65 
q A ai 
1] p J RH pE 87 
q UE 2 DANN 75 


T AMA Ea f RH ERM, A, MA APR ORR RAL RM. PR 
Be gon Ae kies: ee RA Lp RR, “qa RREO means the iwo neighbouring late 
replication regions, al the two percentages, the former shows the appearance frequence of late replicalion region 
near centromere, the later shows appearance frequence of late replicalion region far away ceniromere: 2! shows the 
late replicating satelite on chromosome 6 of Buk hujo gargarizans yp" represents short arm,“q” represents long 


arm !. 


BEIM PEKER 30 个 个 体 、500 PRA RUE SO. ME T Er EE H h 
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区 在 染色 体 上 的 分 布 位 置 “图 版 了 )。 在 显 带 良好 的 染色 体 中 ， 出 现 频率 在 80% 以 上 的 特 
征 性 晚 复制 区 域 ， 可 认为 共有 相对 恒定 性 、 表 1 初步 统计 了 它们 的 出 现 频率 。 

2.1.2 胸 董 标记 东 显 示 的 上 晚 复制 带 ” 当 培养 细胞 刚 进 和 SH, LA BrdU 替代 dTMP 进入 
新 链 ， 在 DNA 复制 结束 前 的 4 h 去 除 BrdU, MMA SAAR, GE, ES 期 进行 
复制 的 DNA 片段 结合 dTMP， 早 复制 的 DNA 片段 结合 BrdU。 经 复制 带 显 带 技 术 处 
FEL PIB Hae CRT) ARABER, Ri RAE 为 早 复 制 区 。 从 显 带 结 
BAK, KERER hs BAAS BrdU 标记 法 所 显示 的 复制 带 纹 是 互补 的 ， 特 征 
性 晚 复 制 区 的 互补 性 更 为 明显 〈 图 版 TI )。 

虽然 这 两 种 标记 站 所 采用 的 BrdU 加 入 时 间 (终止 培养 前 6 h), TdR 加 入 时 间 CB 
止 培养 前 4 h) 不 相同 ， 得 显 出 带 纹 却 具 互补 性 。 这 说 明 在 BrdU、TdR 处 理 时 间 相 差 不 
多 的 情况 下 ， 复 制 带 又 具 相 对 的 稳定 性 。 特 征 性 晚 复 制 区 的 高 度 互补 ， 进 一 步 证 实 它 是 染 
色 体 上 较为 恒定 出 现 的 特征 性 晚 复制 区 域 。 

2.2 REAM MRR EIR (AKI) 

AM hie RIRA |S TE Fy ee sD a SALLE Oa: BREA RS AR 
AB HE DR HA Bl fie BA eb CB BE eR No.6 WERKE KmA BE, EE tl T 
花 背 次 给 的 No.4 BEER RRA), PEK SE PRM H ASHER 
在 特征 性 晚 复制 区 、 或 者 是 晚 复 制 区 之 间 的 带 纹 、 以 及 在 深浅 带 纹 的 相对 位 置 与 大 小 上 ， 
在 两 种 间 都 表现 出 一 臻 性。 结果 表明 这 两 物种 染色 体 DNA 在 复制 时 序 上 是 一 致 的 。 

另外 ，BrdU (EAM RUMBA DNA AREE, JRE ARH, REAR 
MOR RL, PS a th OS AS ER AR Cd TMP 结合 区 ) 的 一 致 性 ， 
fea] 43 Fe A EAT AD ae ae EE RR 5 fi Eb DAB. 

Se AR, PARC ISR STE TY De ee oe Pe eo ea Et, BH h 
SRBR SA RRH AS REA ZAR. S— BrdU 与 秋水 仙 素 加 入 时 间 ， 
是 进行 染色 体 同 源 性 比较 的 关键 措施 ，、 由 此 而 确定 的 特征 性 晚 复 制 区 ， 可 视 为 丹 几 属 物 种 
个 别 染色 体 鉴别 的 重要 形态 标志 
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CHROMOSOME HOMOLOGY BETWEEN 
Bufo bufo gargarizans AND Bufo raddei 


Wang Yajun Wang Xiaofei Wang Xizhong LiJuan Wang Zishu Chen Wenyuan 


(Department wf Biology, Sichuan University, Chengdu, 610064, P R Chma ) 
Abstract 


High-resolution late replication banding patterns were obtained on prometaphase 
chromosomes of Bufo buf gargarizans and Buf raddei by treating cultured lymphocytes 
with 5—bromodeoxyuridine (BrdU). The characteristic late replication regions on each banded 
chromosome of Bufo bujfo gargarizans, which can be easily distinguished from other 
chromosomes, have been observed. Precise comparison between two species’ highresolution 
late replication banding patterns indicates that all chromosomes of two species are highly 
homologous. These results show that under the same culture condition and at the same time 
when BrdU were incorporated into DNA, it is possible to research chromosome homology 
among different species by comparing replication banding patterns. 

Key words Bujyo buf gargarizans, Bufo raddei, Late replication banding pattern, 

Characteristic late replication region. Chromosome homology 


王亚军 等 : PARMAR ALLE E MRR £6 TK EEE 
Wang Yajun etal.: Chromosome homology between Bufo bufo 
gargarizans and Bufo raddei (图 版 1) 
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图 版 I AN PEK RR RA EER SK. B 为 BrdU 标记 法 显示 的 晚 复制 带 ， 

T 为 胸 苷 标记 法 显示 的 晚 复 制 带 ， 虚线 示 特 征 性 晚 复制 区 ， 箭 头 示 随 体 

(shows characteristic late replication regions on the chromosomes of Bufo bufo gargarizans 
“ B” represents late replication bands by BrdU terminal marking , 


“ T” represents late replication bands by TdR terminal marking )。 


EWES: PEARL HARE AAR 
Wang Yajun et al.: Chromosome homology between Bufo bufo 
gargarizans and Bufo raddei (WRI) 








 PEKBRGSLABRR HAAR R RETE BAAN PERS 
RSLABRAMAR, SRRGRZAH RMP, “r HHH 
HLX (chromosome homology between Bufo bufo gargarizans { G} and 
Bufo raddei (R) by coinpariag high resolution late replication bands, 

arrows show location of satelite, dotted lines and regions between 


dotted lines show homologous regions, dashed lines show centremere). 


